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3.1. Materials and animals 
モデル粒子として用いた fluoresbrite® YG 
carboxylate microspheres（粒子径 0.5 およ
び 6.0 µm ） は Polysciences, Inc. 
（Warrington, PA, U.S.A.）より購入した。
また、比較に用いた透過物質として sodium 
fluoresce および分子量 4,000 の fluorescein 
isothiocyanate dextran （それぞれ FL、FD-4
と略記）（Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo, 
U.S.A.）を用いた。その他の試薬および溶媒
は市販の特級および HPLC 用を用いた。 














た。皮膚を有効透過面積 1.77 cm2 の Franz
型拡散セルに挟み 24)、角層側に phosphate 
buffered saline(PBS) 溶液で分散させた
（ 3.64× 1010 particles/mL for 0.5 μm 
spheres or 2.10 ×107 particles/mL for 
6.0 μm spheres）ポリスチレン粒子懸濁液 1 









め Tissue-Tek® OTC compound（Miles, Inc., 
Elkhart, IN, U.S.A.）に包埋し、-80°C 保存
した。 











を side-by-side diffusion cell（有効透過面積
0.95 cm2）21, 25) に挟み、角層側に PBS で調
製した 1 mM の FL もしくは 0.25 mM の
FD-4 溶液 2.5 mL を、真皮側に PBS を 2.7 
mL 適用した。実験中のセルの温度やスター
ラーの条件はポリスチレン粒子適用時と同




透過性を計算した。なお、FL と FD-4 の定量
には、蛍光分光光度計（RF5300PC, 島津製
作所, 京都、Japan）を用いた。なお、条件
は共に、Ex: 490 nm, Em: 520 nm である。 
 
  
3.3. Preparation of skin section 
Tissue-Tek® OTC compound に包埋・凍結
した皮膚をクライオスタット（CM3050S, 
LEICA, Wetzlar, Garmany）を用いて、垂直







を透過しないとの報告がある 3, 18, 19, 20)。そこ
で、粒子の皮膚分配と皮内デリバリーの可能
性について検討するため、水溶性蛍光マーカ





膚と LSE-high を介した FL と FD-4 の透過































皮側へ向かって厚み 20 µm の皮膚切片の蛍
光顕微鏡像を示す。この結果から、ポリスチ
レン粒子は、皮膚表面から深さ 100 µm 程度
まで毛嚢に沿って侵入していることが認め


































Fig.1  Cumulative amount of 
hydrophilic fluorescent compounds, FL 
(a) and FD-4 (b), through hairless rat 
skin() and LSE-high(). Data are 





Fig. 2  Histological observation of 
hairless rat intact skin (a, b)  and 
LSE-high (c,d) after application of FL (a, 
c) and FD-4 (b, d). S.C. and H.F. are 
abbreviation for stratum corneum and 
hair follicle, respectively.   
(a, b): fluorescent derive from FL or 
FD-4 was observed surface of skin 
and in hair follicle in rat skin, (c, d): 
fluorescent derive from FL or FD-4 
 
Fig. 3  Histological observation of 
excised porcine ear skin 12 h after 
application of 0.5 m polystyrene 
particles. a: light micrograph 
observation of vertical slice. b and c : 
fluorescent micrograph observation of (b 
or c) area in Fig. 3(a). Each bar shows 
200 m.  (b, c): polystyrene particles in 












































500 Da rule からも推定されているように、




Fig. 4  Localization of penetrating 0.5 
m polystyrene particles in the hair 
follicle. Fluorescence images (a-d) are 
horizontal slicing at different depth from 
skin surface  of excised porcine ear skin 
12 h after application of particles. a: ~20 
m, b: 40~60 m, c: : 80~100 m, d: 
200~220 m. Each bar shows 100 m. 
(a): polystyrene particles detected on 
surface of hair shaft and  connective 
tissue follicle, (b, c): the number of 
particles was gradually decreased with 
increasing depth from skin surface, (d) 



























Fig. 4  Localization of penetrating 0.5 
m polystyrene particles in the hair 
follicle. Fluorescence images (a-d) are 
horizontal slicing at different depth from 
skin surface  of excised porcine ear skin 
12 h after application of particles.  
 
 
a: ~20 m, b: 40~60 m, c: : 80~100 
m, d: 200~220 m. Each bar shows 
100 m.  (a): polystyrene particles 
detected on surface of hair shaft and  
connective tissue follicle, (b, c): the 
number of particles was gradually 
decreased with increasing depth 
from skin surface, (d) only 
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